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　　　The　reactivity　of　the　Forssman　antigen　on　the　cell　surface　was　studied　in　relation　to　the　cell　density
of　culture，　cell　growth，　and　cell　cycle．　In　this　study　an　established　ce111ine　of　baby　hamster　kidlley
cells（BHK　21／13）．and　its　polyo皿a　virustransformed　derivative（py－BHK：）were　used，　The　following　results
were　obtained　using　an　immune　adherence（IA）method，　in　which　the　reactivity　of　Forssman　antigen　was
expressed　in　terms　of　proportion　of　IA－positive　cells．
　　　1．When　the　BHK　cells　were　collected　from　a　sparse　culture　showing　no　cell－cell　contact，70－85％
of　the　cells　were　IA－positive．　At　a　density　of　3x103　cells／cm2，　where　the　cells　commenced　to　come　in
contact　with　each　other，60％of　the　cells　were工A－pQsitive．　As　the　cell　d．ensi．ty　increased，　the　reactivity
of　the　antigen　decreased．　Only　30－40％of　the　cells　were　IA－pQsitive，　when　a　confluent　cult．ure　was　used．
It　is　likely　that　the　ce11－cell　contact　is　responsible　for　the　alteration　of　cell　surfa．ce　leadiロg　to　a　decrease
in　the　reactivity　of　IA　reaction．
　　　2．In　the　case　of　py－BHK　cells，　about　90％of　the　cells　were　IA－positive，　irrespective　of　the　cell
density．
　　　3．The　reactivity　of　the　antigen　was　tested　on　the　BHK　cells　through　their　cell　cycle，　showing　that
the　reactivity　increased　to　70－90：％in　a　near　S　phase，　while　it　decreased　to　about　45％in　M　and　Gl　phases．
　　　4．When　the　BHK　cells　of　a　con且uent　culture　were　treated　with　trypsin　or　neuraminidase，　the
reactivity　of　Forssman　antigen　increased　to　an　extent　comparable　to　that　of　py－BHK　cells．
　　　An　immun面uorescence　examination　revealed　that　all　cells　were　bound　wi．th　the　antibody　regardless
of　their　IA　reactivity，　The　results　suggest　that　decrease　in　the　reactivity　of　Forssman　antigen　demon一
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strated　by　the　IA　method　may　be　due　to　a　masking　Phenomenon　caused　by　a　renewal　and／or　rear－
rangement　of　surface　components．
緒 言
　腫瘍ウイルスによる培養細胞のトランスフォーメーショ
ンに関しては多くの知見が得られ，対照の培養細胞とトラ
ンスフォーム細胞との間に種々の点で相違のあることが知
られている1）．細胞表層の抗原もその一つで，ウィルス特
異的移植抗原2即4）および切τ伽0で検出されるウィルス特
異的細胞表面抗原などがトランスフォーム細胞に出現す
る5～8）．他方，異種動物で作製した抗血清を用いると，ウ
イルスに非特異的な抗原がトランスフォーム細胞に検出さ
れることが知られている．Fogel　and　Sachs9）は，ハムス
ターの正常組織細胞には検出されないForssman抗原（F
抗原）＊が，ポリオーマウイルス接種により発生したハムス
ター腎腫瘍細胞，あるいはハムスター胎児細胞を加窃か。
でトランスフォームした細胞に出現することを認めた．ハ
ムスター株細胞についても，ポリオーマウイルスあるいは
SV　40ウイルスでトランスフォームするとF抗原の出現
することが知られている10・11）．他方，F抗原は必ずしもト
ランスフォーメーションによってのみ出現するものではな
く，ハムスターの正常組織細胞を培養した時にも現われ
る9，12・13）．しかし培養細胞が組織様構造を形成するような
条件では，F抗原は検出されなくなることが報告されてい
る13ノ．このように，正常細胞では細胞の存在する条件に
よって，細胞表面の構成物質の存在様式あるいはその形成
に変化を起し，抗原反応性に差異が生ずるものと考えら
れる．
　本研究では，ハムスター腎株細胞BHK　21／13およびそ
のポリオーマウイルスによるトランスフォーム細胞を使用
して，培養細胞集団の密度，細胞増殖，細胞周期などの生
理的条件とF抗原反応性との関連をimmune　adherence
法を用いて検討した．
実験材料と方法
1．細胞培養
　ハムスター腎株細胞BHK　21／13（BHKと略称する）は
初めMacpherson　and　Stoker14）によりクローン化され
た細胞で，Dr．　R．　DulbeCCQの研究室で継代保存されたも
のおよびFlow　Laboratories　Co，より購入したものを本
研究で使用した．ポリオーマウ疑ルスによるトランスフォ
ーム細胞（py－BHK細胞）はDr．　R．　DulbeccQより分与
された。BHKおよびpy－BHK細胞ともにオートラジオ
グラフィー法によりmycoplasmaの混入していないこと
を確かめて使用した．
　培養液はDulbecoo’s　modi丘ed　Eagle　medium（GIBCO
製）にtriptose　phosphate　broth〔0．3％），　penicillin（500
U／m4），　streptomycin（0．1　mg／m4），コウシ血清（10％）を
加えて使用した．コウシ血清はFlow　Laboratories　Co．
より購入した．細胞は10m4の培養液を含むペトリ皿（直
径8．5cm）中に植え，5％CO2を含む恒温器中に静置し，
37。Cに保温して培養した．細胞の継代培養に際しては，
0．1％trypsin（Difco　Laboratories製品，1＝250）と0．02％
EDTAを含むTris緩衝食塩水（14中に8．O　g　NaCl，
038gKCI，0。1　g　Na2HPO4・12H20，および3．O　g　Sigma
7－9を含む）で細胞を剥離し，Tris緩衝食塩水で洗浄後，
細胞培養を行った．実験に供する細胞は，0．02％EDTA
を含むTris緩衝食塩水で剥離し，それぞれの実験に使用
する緩衝液（後述）を用いて，遠心沈澱法により3回洗浄
した．
2．同調培養（thym1dine　double　block法）
　Bootsmaの方法15）に準じて行った．　Fig．1に示すよう
に，5×105細胞をペトリ皿（直径8．5cm）で培養し，48時
間後に培養液を5mM　thymidine加新鮮培養液に替えて
1回目のthymidine処理を行った．24時間thymidine
処理を行った後，thymidineを除くため，新鮮培養液で
3回洗浄し，さらに10時間培養した．次に2回目のthy－
midine処理を上記のごとく24時間行った．ペトリ皿を新
鮮培養液で3回洗浄し，10m4の新鮮培養液を加えて同調
培養細胞とした．培養液の交換に際しては，すべて37。C
に保温した培養液を用いた．
thymidlne1hymidine
　↑　　　　　　48　　　　　　　　　24　　　　10　　　　24　1hr｝
Rg。1　Synchronization　procedure　of　BHK　cells
　　　with　the　thymidine　double　block　method．
　　　An　arrow　indicates　the　time　of　plating　of
　　　5×105cells　on　a　petri　dish（8．5　cm）．　Hat－
　　　ched　bars　show　thymidine　treatme亘t（5皿M
　　　thymidine）．
3．同調培養系におけるDNA合成および細胞分裂期
　　の測定
　a）細胞DNA合成の測定；ペトリ町中に円形カバー
＊　ここでは，ヒツジ赤血球に対する家兎抗血清と反応するheterogeneticな抗原をF抗原と呼ぶ．
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スリップ（直径171丁目）を置き，細胞を加えてthymidine
2回処理による同調培養を上記のごとく行った．このカバ
ース1Jップを経時的に取り出し実験に供した．この際，細
胞がカバースリップ面を均一に覆っていることを確認して
使用した．3H－thymidine（5．0μCi／ln　mol，　The　Radio－
chemical　Center，　Amersham）を5μCi／1n6に含む培養
液0．1m4でカバースリップ上を覆い，37。C　30分間CO2
恒温器中に静置した．その後，カバースリップ上の液を除
ぎ，Tris緩衝食塩水中で洗浄し，さらに冷却した5％トリ
クロル酢酸に5分間浸し，この処理を3回繰り誓えした．
シンチレーション溶液（0．01％POPOPおよび0．4％PPO
加トルエン2容とTriton　X－1001容の混合液〉の10　m4
を含む試料瓶にカバースリップを入れ，その放射活性を液
体シンチレーションスペクトロフォトメーター（堀場）を
用いて測定した．
　b）細胞分裂期の測定：カバースりップに付着した細
胞を，エタノール固定し，ヘマトキシリン・エオジン染色
を行い，約500個の細胞を観察して，分裂期の細胞を計数
した．
4．Immune　adherence（IA）法
　西岡らの方法16）に従い，次のごとく行った．
　a）抗血清1加熱処理ヒツジ赤血球に対する家兎抗血
清をMayer17）の方法に従って作製した．又，市販の
hemlolysinをも使用した．
　b）補体：非特異的反応を除くため，市販の凍結乾燥
補体の溶液（原液）を，ヒトO型赤血球，ヒツジ赤血球，
BHK細胞，　py－BHK細胞で順に0。Cにて吸収して使用し
た．補体溶液は小試験管に分割し，一70。Cに保存した．
　c）緩衝液：sp　GVB昔〔0．02％KCIと0．1％グルコー
スを含むゼラチンベロナール緩衝液）151を用いた．
　d）実験法1小試験管中の細胞浮遊液0．1m6（1×105
個の細胞を含む）に抗血清0．5m4を加え，37℃の水浴中に
30分間保温したのち，0。Cの氷水中に60分間静置し，さ
らに冷却した緩衝液7m4で細胞を3回洗浄した．遠心沈
澱した細胞を120C’IA　50単位の補体を含む緩衝液0．4　m4
中に再浮遊し，これにヒトO型赤血球浮遊液0．工m4（2×
107細胞〉を加えて，37℃！5分間今頃して反応させた．
室温（24。C）に30分間放置したのち，顕微鏡下で赤血球の
付着している細胞を計数した．赤血球4個以上付着した細
胞をIA反応陽性とした．対照実験では赤血球1～3個が
付着した細胞（5％以下）を認めることがあった．F抗原反
応性はIA反応陽性細胞の百分率によって示した．
5．Trypsinおよびneuraminidase処理
　Tris緩衝食塩水を用いtrypsin（2　x　crystallized，　Wor－
thington　Biochemical　Co．）および11euraminidase（Type
V，Sigma　Chemical　Co，）の酵素溶液を調製した．さらに
neuralninidase溶液にはCaC12（0．01　M）を加えた18），細
胞浮遊液0．1m6（！×105細胞）に0。5　m4のtrypsin又は
neuraminidase溶液を加え，37。C　20分間反応させ，10　m4
の冷却sp．　GVB粁で1回洗浄して，　IA反応に使用した．
6．螢光抗体法
　Robertson　and　Black11）の変法により行った．2x105
細胞を5m6のTエis緩衝食塩水で3回洗浄したのち，細胞
に0．3m4の抗血清を加え，37。C！時間保温した．その後，
細胞を5m4のTris緩衝食塩水で洗浄し，螢光標識したヤ
ギ抗家兎ガンマーグロブリン血清（Behring　Institut製）
の4倍稀釈液0．1m4を加え，37。Cに30分間振盤し反応さ
せた．5m4のTris緩衝食塩水で洗浄したのち，細胞を
25％グリセリン加Tris緩衝食塩水に浮遊し，螢光顕微鏡
を用いて観察した．
実験成績
1．BHK細胞およびpy－BHK細胞のF抗原反応性
　ペトリ皿に1．4×106個の細胞をまき，培養3日目で細胞
密度約1×105／cm2の状態に達した時，　EDTAを用いて細
胞を剥離し，F抗原反応性をIA法で調べた（Table　1）．
10倍稀釈抗血清の反応系では，py－BHK細胞は84．4％の
細胞がIA陽性であったが，　BHK細胞では30％が陽性
細胞であった．抗血清の稀釈倍数を高めるとIA反応陽性
率は低下した．対照に正常家兎血清を用いると，py－BHK
細胞の約10％程度は反応するが，この反応は血清稀釈倍
数によって左右されないことから，非特異的反応と考えら
れる，又，血清の代りに緩衝液を用いた場合にはIA反応
は全く起らなかった．にの成績から，以下のIA法による
Table　1　銑8アでα‘蜘め’げ恥’智5”Lαπαノ2聰：67zげ
　　　　　．BH多（αη4ρ：y一βHK　68♂Z∫9フー0側πωπ一
　　　　　魚6π吻
Cellsa）
py－BHK
BHK
Serum
antiserumb）
normal　se工um
antiserum
nOrmal　SerUm
IA　positive　cells（％）
Dilution　of　serum
1：10
84．4
6．6
30．0
3．5
1＝100
44．4
9．0
20，5
1．5
111，000
7，0
10．5
6．5
0．5
＿c）
0
0
0
0
a）　Cells　grown　for　3　days　to　a　density　of　1×155／
　　cm2．　Initial　inoculum　was　1．4×106　cells／dish
　　（85cm工
b）　Rabbit　antiserum　to　boiled　sheep　blood　cells．
c）Gelatin　veronal　buffer　containing　O．02％KCl
　　and　O，1％glucose（spGVB昔），　instead　of　serum，
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F抗原反応性の測定には抗血清を10倍稀釈して使用した．）
　これらの成績から，py－BHK細胞ではF抗原反応性が
高く，BHK細胞では多くの細胞はIA反応陰性であるこ
とがわかった．実験に使用した細胞は，BHK細胞ではす
でに細胞相互の接触が充分に起り，単層の細胞シートを形
成して，BHK細胞に特徴的な平行配列（parallel　array）
を示し，py－BHK細胞では細胞が互に交差（criss－cross）
する状態を示していた．
　BHK細胞の細胞密度とF抗原反応性の関係を調べるた
め，ペトリ皿当り2．8×104個の細胞をまいて培養し，3日
目に培養液の交換を行って，経時的にIA反応を調べた
（Fig．2）．培養日数と共に細胞密度は増加するが，　IA陽性
細胞は1日目および2日目で80岬85％を示し，3日目で細
胞密度が3×103／cm2になると60％まで低下し，その後は
細胞密度の増加に伴い40％程度まで低下した．3日目培
養時には，すでに隣接細胞の紡錘状突起の接触が認められ，
その後細胞相互の接触が著明となった．上記の実験で，低
細胞密度のBHK細胞のF抗原反応性はpy－BHK細胞の
反応性と同程度であることが明らかとなった．
　Fig．2から明らかなように，　BHK細胞の細胞密度の高
い状態でも細胞は増殖する．したがって，BHK細胞の
F抗原反応性の低下は細胞密度が直接関係しているものと
考えられる．しかし，この実験で使用した細胞の培養期間
がそれぞれ異なるため，培養期間を一定（3日間）にして，
細胞密度と抗原反応性との関係を検討した．Fig．3に示す
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Fig．2　The　reactivity　of　Forssman　antigen　of
　　　BHK　cells　harvested　at　intervals　after　plat－
　　　ing．　The　density　of　the　cells　at　plating
　　　was　5×102　cells／cm2．　An　arrow　indicates
　　　the　time　of　medium　change．
ごとく，BHK細胞では細胞密度2×103／cm2の細胞でIA
陽性細胞は70％であり，1．2×104および7×104／cm2の密
度における細胞では約30％の細胞がIA陽性であった．
py－BHK細胞では細胞の密度に関係なく90％程度の細胞
がIA陽性を示した．このことから，　BHK細胞のF抗原
反応性は細胞密度依存性であることが明らかとなった．
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Fig．3　The　reactivity　of　Forssman　antigen　of
　　　sparse　and　con且uent　cultures．　The　cells
　　　were　plated　at　various　concentrations　and
　　　incubated　for　3　days　resulting　in　the　in－
　　　dicated　cell　density．
2．細胞周期とF抗原反応性
　BHK細胞では細胞相互接触によりF抗原反応性が低下
したが，これは細胞接触により細胞表層に変化の起るため
と考えられる．他方，細胞表層は，細胞周期によっても変
化することが知られている．ここでは，細胞接触を起した
BHK細胞の同調培養系を用いて，細胞周期におけるF抗
原反応性の変化を調べた．Fig．4Aに示すごとく，　thy－
midine除去後，直ちに細胞のDNA合成が開始し，4時
間目をピークとしたS期が認められ，さらに16～18時間
目にピークをもつ二周目のS期がみられた．Fig．4Bに分
裂細胞lmetaphase）の出現率を示した．　M期は11～12
時安目に現われる．この同調培養系について，F抗原反応
性をIA法で調べた．　Fig．4Cに示すごとく，　thymidine
除去後には53％の細胞がIA陽性であったが，　S期のピー
クにかけて反応陽性細胞が増加し，約70％の細胞がIA
陽性であった．二周目ではS期後半にF抗原反応性が高
まり，90％の細胞がIA陽性を示した．このように，細胞
接触の影響を受けていても，細胞周期によりF抗原反応性
が変化することがわかった．
3．F抗原反応性におよぼすtryps畳nおよび
　 neur minidaseの影響
　Table　2に示すごとく，細胞密度の高い状態における
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Table　2　ηz6ア心8α‘旗，ガ差γげFor∬〃zαπαη彦∫98ノ～
　　　　　φBHK‘81z5オ1℃α孟84τ碗ん彦1抄5かz
　　　　　or　IZβ～〃・α〃Z加ゴ4α∫8
Treatment
8　　　　　12　　　　　16　　　　20　　　　　24　　　　28
犠
Trypsin
　　83ug／m4
Trypsin
　　83ug／m4
Neuraminidase
　　830ug／m4
Neuraminidase
　　　83ug／m4
IA　positive　cells（％）
Density　of　cells　for　assaya）
　　　　（cells／cm2）
2．8×103
67．3
92．0
85．0
1．5×104
30。6
70．5
813
7．1×104
22．0
70．4
72．5
1．1×105
29．0
82．0
28．4
72．0
28．0
a）Initial　inoculum　was　1．4×106　cells／dish（8．5cm）．
（
）
≦
8
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α
≦
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80
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40
20
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4
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81216202428
4 81216202428
　　　　　　　Time　after　thymidine　release｛hr｝
Fig．4　Synchronization　of　BHK　cells　and　the
　　　reactivity　of　Forssman　antigen．
　　　DNA　synthesis　after　thymidine　release．A：
Cells　were　grown　on　coverslips　placed　in　a　petri
dish，　the　coverslips　were　taken　out　at　intervals，
fresh　medium　containing　3H－thymidine　was　plac－
ed　over　the　coverslips，　the　cells　were　incubated
for　min　at　37。C，　and　the　radioactivity　of　cold
5％　trichloroacetic　acidinsoluble　materials　was
determined．
　B；Mitotic　index　of　the　cells．
　C：Forssman　antigen　reactivity．
BHK細胞をtrypsin（83μ9／m4）で処理すると，　IA陽性
細胞が増加し，反応陽性率は70～80％の値を示した．低密
度の細胞の場合にも，反応陽性細胞はほぼ67％より90％
程度まで増加した，Neuraminidase（830μ9／m61処理で
も同様の結果が得られた．Trypsinおよびneuraminidase
の濃度を1／10にして細胞を処理した場合には，IA陽性細
胞は28％で，未処理の細胞との差は認められなかった．
4．螢光抗体法によるF抗原の検索
　上記の成績より，細胞接触をおこしたBHK細胞では
IA法によるF抗原反応性の低下していることがわかっ
た．この反応性の低下が，F抗原への抗体結合の阻害によ
るものか否かを調べるために，次の実験を行った．
　細胞密度1．4×105／c皿2のBHK細胞を用い，その細胞浮
遊液を調製して，螢光抗体間接法によりF抗原の反応性を
調べた．Table　3のごとく，抗血清（hemolysin）の4倍
および16倍稀釈では，すべての細胞が螢光陽性を示し，
抗血清の64倍稀釈では59％の細胞が螢光陽性であった．
しかし，抗血清の256倍稀釈，正常血清あるいはTris緩
衝食塩水では螢光陰性であり，又，py－BHK細胞について
も同様の成績が得られた．細胞密度の低い培養の細胞につ
いても，抗血清の4倍および16倍稀釈ではすべての細胞
が螢光陽性を示した．これらの成績からIA陽性の細胞は
勿論，IA陰性の細胞でもF抗体を結合することが明らか
となった．Fig．5に螢光陽性を示すBHK細胞の写真を
示した．細胞の輪郭に点状螢光が多数認められる．
Table　3　7フ～θ7’8α‘彦加めノげ11b欝∫〃Lαπαπ嫁’8π
　　　　　け’BHKαηδρツーBHK‘8z♂5診85‘θ4δツ
　　　　　疏6f’πノπ㍑23（塀㍑o’ρ8∫6θη‘81π〃zo4
Cellsa）
BHK
py－BHK
IF　positive　cells（％）
Dilution　of　antiserum
1：4
100
100
1：16
100
100
1：64
59．2
62．6
1：256
0
0
a）　Cells　grown　cofluently　at　a　density　of　1．4×
　　105／cm2．
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Fig．5　Forssman　antigen　reactivity　of　BHK　ce11s
　　　as　revealed　by　immuno且uorescence　method．
　　　Note　the　positive　Huorescence．
考 案
　ハムスター集解細胞（BHK　21／13）とそのポリオーマウ
イルスによるトランスフォーム細胞（py－BHK）について，
細胞表層に存在するF抗原の反応性を細胞の生理的状態
との関連において，IA法を用いて検討した．
　BHK細胞のF抗原反応性は，細胞の相互接触のない培
養条件（sparse　culture）では，　py－BHK細胞と同程度に
高く，80～90％の細胞はIA陽性であった．細胞接触が開
始すると（細胞密度3×103／cm2），　F抗原の反応性は低下
し，60％程度の細胞がIA陽性であった．さらに，細胞密
度が増加すると，IA陽性細胞は30～40％に低下した．ト
ランスフォーム細胞であるpy－BHK細胞では，過密増殖
してもcontact　inhibitionは起らず，重なり合ってcriss－
crossの状態を呈する．このpy－BHK細胞では，細胞密
度に関係なく常に90％程度の細胞がIA陽性を示した．
一般に，正常細胞の増殖は，細胞相互の接触が起ると抑制
される（増殖の接触阻止あるいは細胞密度依存性増殖阻
止）．しかし，BHK細胞はMacpherson　and　Stoker14，
の報告のように，トランスフォーム細胞に近い細胞飽和密
度を示し，接触阻止の弱い細胞である．Fig．2にみるよう
に，相互接触を起す密度を越えても，培養を継続すると細
胞密度は増加する．したがって，細胞が増殖期にあるため
．に抗原反応性が増強しているというものではなく，BHK
細胞のF抗原反応性の変化は，細胞密度依存性であると思
われる．実際，培養時間を一定にし，その間は培養液の交
換を行わず，種々の細胞密度になるように培養して，F抗
原反応性を調べたところ，抗原反応性は細胞密度と直接関
係のあることがわかった（Fig．3）．
　次に，F抗原反応性と細胞周期との関連を調べた，同調
培養におけるthymidine除去直後の細胞は相互接触を起
しており，IA陽1生細胞も50％程度であったが，　S期に入
るとF抗原反応性は高まり，M期の細胞では再び低下し
た・二周目のS期では，DNA合成のピークを越えた時期
にF抗原反応性が増強している．同調培養の細胞は，thy－
midine除去を行った時点ではG1からS期への移行期
（G1／S期）にあるので，　S期の細胞表層の性状が発現して，
一周目のF抗原反応性の増強は早期に現われたものと思
われる．この同調培養では，M期に次いでかなり早く二周
目のS期が現われ，G1期は短時間であった．しかし，細胞
周期を通してF抗原反応性をみると，M期およびG1期で
反応性が低下しているものと判断される．本実験では，相
互接触を起した細胞を用いて，その細胞周期におけるF抗
原反応性の変化を調べ，S期に反応性の増強することが明
らかとなった．細胞相互の接触のないsparse　cultureに
ついて，同調培養を行ない，F抗原反応性の変化を検討す
ると，さらにこの点は明確になるであろう．しかし，培養
細胞の量的制限のために，実証は困難であった．
　過密増殖したBHK細胞をtrpysin又はneuraminidase
で処理すると，F抗原の反応性が増強した．このことは，
trypsinあるいはneuraminidaseにより，細胞表層物質
が除去され，細胞はIA陽性となったことを示唆している．
IA法は，抗原・抗体複合体の形成後に，補体が加わり，
赤血球が吸着する現象である16）．したがって，細胞表層に
存在するF抗原が，他の表層物質の新生あるいは再配列に
より空間的に被覆されるか，あるいはその結果細胞表層の
物理化学的性状に変化を起すと，赤血球の細胞表面への接
近が阻害され，IA反応は陰性となるとみることが出来る，
このような見地から，IA法によるF抗原反応性の変化を
みると，細胞周期で細胞表層構成物質に質的あるいは量的
変化が起り，又，細胞接触により細胞表層に変化の生ずる
ものと解釈される．Trypsinは細胞表層の蛋白質あるいは
糖蛋白質に変化を起し19），neuraminidaseは糖蛋白質お
よび糖脂質のシアル酸を除去する20）．本実験に使用した
五euraminidaseには，蛋白分解酵素の混入が認められた
が，使用濃度からみてneuraminidase自体の作用が効果
をもたらしていると判断される．TrypsinによるF抗原
の発現については，Burger21），　Makita22）らの報告もあり，
IA法によるF抗原反応性の減少はmasking　phenome・
nonとして理解することが出来る．
　本研究では，相互接i触をおこしたBHK細胞は，30～40％
の割合でIA陽性であった．実験に供した細胞は，培養細
胞をEDTA処理で剥離して浮遊細胞としているので，一
部の細胞の表層にある程度の変化をおこしたものと考えら
れる・実際，EDTA処理により細胞表層物質が遊離する
という報告23・24）がある．
　前述の酵素処理の成績から推測されるように，F抗原の
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反応性の低下は，抗原物質の消失によるものではない．こ
の証明のために，螢光抗体法により，F抗原の存在を検討
した．その結果，IA陰性細胞でも抗体を結合し，螢光陽
性であった．Burger21）はBHK細胞にF抗原が存在しな
いと報告しているが，培養細胞は継代維持することで細胞
の性状が変化するとされ，同一のBHK細胞でも細胞の表
面構成に違いががでてくるためと考えられる．
　本論文においては，耐熱性ヒツジ赤血球に対する抗体と
反応する抗原物質をF抗原と呼んだ．狭義のF抗原は糖
脂質として分離され，その構造はすでに明らかにされてい
る25）．Hakomoriらの報告26）によると，　BHK細胞には
F糖脂質は存在しないというが，本研究における抗原物質
がF糖脂質：そのものであるか，あるいはその他のhetero－
geneticな抗原物質であるのか，現在のところ不明である．
　細胞周期における物質の変化について多数の報告があ
る．細胞表層の抗原物質であるH2抗原27即31），血液型物
質32），　モロニーウイルス依存性細胞表面抗原27，29，3。）など
は：G1期に増：量し，糖蛋白33），　ロイシン，コリン，グルコ
サミン34）もG1期に取り込みの増加を示す．　S期に増加し
ているものとして燐脂質35），RNA36），蛋白37），糖蛋白37・38）
などの報告もある．又，植物凝集素wheat　ger皿agglu－
tininはM期に結合するとされる19）．しかし，　neuramini－
daseで細胞から剥離されるシアル酸に関してはCHO細
胞において変化しない39）とされることなどからF抗原の
S期周辺におけるIA反応性の増大と特定物質の変動を結
びつけることは現段階で困難であり今後の検討を要する．
結 語
　ハムスター腎株細胞（BHK　21／13）およびそのポリオー
マウィルによるトランスフォーム細胞（py－BHK）を使用
して，細胞表層に存在するF抗原の反応性と細胞の生理的
状態すなわち培養細胞の密度，細胞増殖，細胞周期との関
連を検討した．
　IA法による成績は次のごとくである．
　1．BHK細胞では，細胞相互接触のない低密度の培養
細胞を用いると，IA陽性細胞は70～85％を占め，　F抗原
反応性は高く，py－BHK細胞とほぼ同程度であった．細胞
接触が始まる（細胞密度3x103／cm2）と，IA陽性細胞の比
率は低下し，60％の細胞がIA陽性であった．細胞密度が
さらに高まると，IA陽性細胞は30～40％に低下した．し
かし，この細胞密度でも細胞の増殖は認められたので，
F抗原反応性には細胞の増殖は関係なく，細胞密度依存性
であり，細胞の相互接触が細胞表層に変化を与えるものと
思われる．
　2・py－BHK細胞は細胞密度が高い状態でも細胞の相互
接触をおこさず，F抗原反応性は常に高く，IA陽性細胞は
90％前後であった．
　3．BHK細胞のF抗原反応性は，その細胞周期のS期
近傍で高まり，IA陽性細胞は70～90％であった．　Mお
よびG1期ではF抗原反応性は低下し，IA陽性細胞は45％
に過ぎなかった，
　4．接触状態のBHK細胞を用いて，　trypsin又はneu－
raminidase処理を行うと，　F抗原反応性が増強し，　py－
BHK細胞の反応性と同程度になった．
　螢光抗体法によりF抗原の存在を検討すると，BHK：細
胞およびpy－BHK細胞共に培養の細胞密度に関係なく，
すべての細胞が螢光陽性を示した．
　本研究の一部は文部省科学研究費補助金（内田）によっ
て行われた．
　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和51．2．17受付）
References
1）Macpherson，1．：The　characteristics　of　anilnal
　cells　transformed　inτf彦ro．　Adv．　Cancer　Res．13，
　169－215　（1970）．
2）Sj6gren，　H．　O．，　Hellstr6m，1．　and　Klein，　G．　l
　Transplantation　of　polyoma　virus－induced　tumors
　in　mice．　Cancer　Res．21，239－337（1961）．
3）Habel，　K；Resistence　of　polyoma　virus　immune
　animals　to　transplanted　polyoma　tumors．　Proc．
　Soc．　Exp．　BioL　Med．106，722－725（1961）．
4）Sj6gren，　H．0．：　Transplantation　methods　as
　atool　for　detection　of　tumor－specific　antigens．
　Progr．　exp．　Tumor　Res．6，289－322（1965）．
5）Tevethia，　S，　S．，　Katz，　M．　and　Rapp，　F．：New
　surface　antigen　in　cells　transformed　by　simian
　papovavirus　SV　40．　Proc．　Soc．　Exp．　Biol．　Med．
　119，　896－901　（1965）．
6）Kluchareva，　T．　E，　Shachanina，　K．　L．，　Belova，　S．，
　Chibisova，　V．　and　Deichman，　G．1．：Use　of　im－
　muno且uorescence　for　detection　of　speci丘。　mem－
　brane　antigen　in　simian　virus　40－infected　non．
　transformed　cells．　J．　NatL　Cancer　Inst．39，825－
　832　（1967）．
7）工rlin，1∴　Immullo且orescent　demonstration　of
　a　speci丘。　surface　antigen　in　cells　infected　or
　transformed　by　polyoma　virus．　Virology　32，725－
　728　（！967）．
8）Hellstr6m，1．　and　Sj6gren，　H．0．：Demonstra－
　tion　of　common　specific　antigen（s）in　mouse　and
　hamster　polyoma　tumors．　Int．　J．　Cancer　1，481－
　489　（1966）．
94 芳賀・内田 BHK　21細胞のForssman抗原反応性 札幌医誌1976
g＞Fogel，　M．　and　Sachs，　L．：Studies　on　the　antigenic
　　　compo．sitiQn　of　hamster　tnmors　induced　by　poly－
　　　oma　virus，　and　of　no■mal　hamster　tissues　fη麗ηo
　　　and　fη競〃’o．　J．　Nat1．　Cancer　Inst．29，239－252
　　　（1962）．
10）0’Nein．，　C．　H．：　An　associatiQn　between　viral
　　　transformation　and　Forssman　ahtigen　detected
　　　by　immune　adherence　in　cultured　BHK　21　cells．
　　　J．CeU　Sci．3，405－422（1968）．
11）Robertson，　H．　T．　and　Black，　P．　H．：Changes　in
　　　surface　antigens　of　SV　40－virus　transformed　ce11s．
　　　　Proc．　Soc．　Exp．　Bio1．　Med．130，363－370（1969），
12＞Foge1，　M．　and　Sachs，　L．　l　The　induction　of　Fors－
　　　sman．antigen　synthesis　in　hams．ter　and　mouse
　　　cells　in　tissue　culture，　as　detected　by　the　fluo－
　　　rescent－antibody　technique．　Exptl．　Cell．　Res．34，
　　　448－462　（1964）．
13）Foge．1，　M．　and　Sachs，　L＝Induction　and　repres－
　　　sion　of　antigenic　materia1（Forssman　type）in
　　　relation　to　cell　organizatio且．　Develop．　BioL　10，
　　　411－432　（1964）．
14）Macpherson，1．　and　StQker，　M．　G．　P．：PolyQma
　　　transfor皿ation　of　hamster　cell　clones－an　inves－
　　　tigation　of　genetic　factors　afEecting　cell　compe－
　　　tence．　Virology　16，147－151（1961）．
15）Bootsma，　D．，　Budke，　L．　and　Vos，0．：Studies　on
　　　synchronous　division　of　tissue　culture　cells　initi－
　　　ated　by　excess　thymidine．　ExptL　Cell　Res．33，
　　　30．1－309　（1964）．
16）Nishioka，　K．，　Irie，　R．　E，　Kawana，　T．　and　Takeuchi，
　　　S．；Immunological　studies　on　mouse　mammary
　　　tumors．　IIL　Surface　antigens　reacting　with
　　　tumor－specifi．c　antibodies　in　immune　adherenc．e．
　　　Int．　J．　Cancer　4，139－149（1969）．
17）May．er，　M．　M．：C．ompleme且t　and　complement
　　　五xation．　In：Kabat，　E．　A．　and　Mayer，　M．　M．：
　　　Experimental　Immunochemistry．　second　edition
　　　150－151，Charles　C　ThQmas，工llinQis（1961）．
18）Wallach，　D．　F．　H．　and　Kamat，　V．　B．＝The　con－
　　　tribution　of　sialic　acid　to　the　surface　change　of
　　　fragments　of　plasma　membrane　ahd　elldoplasmic
　　　reticulum．　J．　Cell　Biol．30，660－663（1966）．
19）Fox，　T．0．，　Sheppard，　J．　R．　and　Burger，　M．　M．：
　　　Cyclic　membrane　changes　in　animal　cells：Trans－
　　　formed　cells　permanently　display　a　surface　archi－
　　　tecture　detected　in　normal　cells　onyl　durin．g
　　　mitosis．　Proc．　NatL　Acad．　Sci．68，244－247（1971）．
20）Hersch血an，　H．　R，　Breeding，　J．　and　Nedrd，　J．：
　　　Sialic　acid皿asked　membrane　antigens　of　clonal
　 　functiQnal　glial　ceUs．　J．　Ce11．　PhysioL　79，249－
　　　258　（1971）．
21）B rger，　M．　M．　l　Forssman　antigen　exposed　on
　　　surface　membrane　after　viral　transformation．
　　　Nature　New　Bio1．231，125－126（1971）．
22）Makit母，　A．　and　Se．yama，　Y，；Alterations　of　Fors－
　　sman－antig nic　reactivity　and　of　monosaccharide
　 　cQmposition　in　plasma　membrane　from　polyoma－
　　　transformed　hamst．er　ceUs．　Biochim．　Biop．hys．
　　　Acta　241，403－411（1971）．
23）Collins， J．　J．　and　Black，　P．　H．＝Analysis　of　sur－
　　　face　antigens　on　simian　virus　40－induced　antigens
　　　on　transformed　cells．　II．　Exposure　of　simian
　　　virus　40－induced　antigens　on　transformed　rabbit
　　　kidney　and　inbred　hamster　kidney　cells　by　pho－
　　　spholipase　C．　J．　Nat1．　Cancer　I耳st．51，115－134
　　　（1973）．
24）Culp，　L　A．　and　Black，　P．　H．：Release　of　Inacro－
　　　Inolecules　from　BALB／c　mouse　cell　lines　treated
　　　with　chelated　agents．　Biochemistry　11，2161－2172
　　　（1972）．
25）Siddiqui，　B．　and　Hakomori，　S，：Arevised　struc－
　　　ture　for　the　Forssman　glycolipid　hapten．　J．　BiQl．
　　　Chem．246，5766－5769（1971）．
26）Hakomori，　S．　and　Kijimoto，　S．＝Forssman　reac－
　　　tivity　and　cell　cQntact　in　culture．d　ha皿ster　cells．
　　　Nature　New　Bio1．239，87－88（1972）．
27）Cikes，　M．：Relationsphip　between　growth　rate，
　　　cell　volume，　cell　cycle　kinetics，　and　antigenic
　　　properties　of　cultured　Murine　lymphoma　cells．
　　　J．Nat1．　Cance 　Inst．45，979－987（1970）．
28）Pastemak，　C，　A．，　Warmsley，　A．　M．　H．　and
　　　Thomas，　D．　B．：　Structural　alterations　in　the
　　　surface　membrane　during　the　cell　cycle．　J．　Cell
　　　BioL　50，562－564（1971）．
29）Cikes，　M．　an．d　Friberg，　S．　J．：Expression　of　H－2
　　　and　Moloney　leukemia　virus－determined　cell－
　　　　surface　antigens　in　synchronized　cultures　of
　　　aInouse　cell　line．　Proc．　Nat1．　Acad．　Sci．68，566－
　　　569　（1971）．
30）Cikes，　M．　and　Klein，　G．：guantitative　studie．s
　　　Qf　antigen　expression　in　cultured　Murine　lym－
　　　phohoma　cells．　L　Cell－surface　antigens　in‘‘asyn．
　　　chronous”cultures．　J．　NatL　Cancer　Inst．49，
　　　1599－1606　（1972）．
31）Cikes， M．，　Friberg，　S　J．　and　Klein，　G．：Ωuanti－
　　　tative　studies　of　antigen　expression　in　cultured
　　　Murine　lylnphoma　cells　IL　Ce11－surface　antigens
　　　in　synchronized　cultures．　J．　NatL　Cancer　Inst．
45（3） 芳賀・内田 BHK　21細胞のForssman抗原反応性 95
　　　49，　1607－1611　（1972）．
32）Thomas，　D．　B．＝Cyclic　expression　of　blood　group
　　　determinats　in　Murine　cells　and　their　relationship
　　　to　growth　control，　Nature　233，317－321（1971）．
33）Glick，　M．　C．　and　Buck，　C．　A．：Glycoproteins
　　　from　the　surface　of　Inetaphase　cells．　Biochem－
　　　istry　12，85－90（1973）．
34）Gerner，　E　W．，　Glick，　M，　C。　and　Warren，　L：
　　　Membranes　of　animal　cells．　V．　Biosynthesis　of
　　　the　surface　me．mbrane　during　the　cell　cycle．　J．
　　　Cell　Physiol．75，275－280（1970）．
35）Bergeron，　J。　J．　M，　Wa皿sley，　A．　M．　H．　and　Pas－
　　　ternak，　C．　A．二Phospholipid　synthesis　and　deg－
　　　rad．ation　during　the　life－cycle　of　P　815Ymast　cells
　　　synchronized　with　excεss　of　thymidine．　Biochem．
　　　J．119，489－492　（1970）．
36）
37）
38）
39）
Warmsley，　A．　M．　H．　and　Pasternak，　C．　A．：The
use　of　c．onventional　and　zonal　centrifugation　to
study　the　life　cycle　of　mammalian　cells．　Biochem．
J．119，493－499　（1970）．
Bosmann，　H．　B．　and　Winston，　R．　A．＝Synthesis
of　glycoprotein，　glycolipid，　protein，　and．　Iipid　in
synchronize．d　L5178Y　cells．　J．　Cell　BioL　45，23－
33　（1970）．
Bosmann，　H．　B．＝Glycoprotein　synthesis：Ac－
tivity　of　colla．gengalactosyl　and　collagen－glucosyI
transferases　in　synchronized　mouse　leukemic
cells　L　5178　Y．　Exptl．　Cell　Re．s．61，230－233（1970）．
Kraemer，　P．　M．＝C．on丘guration　change　of　surface
sialic　acid　duriロg　mitosis．　J．　Cell　Biol．33，197－200
〔1967）．
